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ANATOMIA E HISTOQUIMICA DAS ESTRUTURAS SECRETORAS DO CAULE
DE Spondias dulcis Forst. F. (ANACARDIACEAE)!

Bruno Francisco Sant’ Anna-Santos?, Marcela Thadeo?, Renata Maria Strozi Alves Meira? e Lia Ascensio?

RESUMO - Spondias dulcis Forst. F. vem recebendo ateng¢ao especial por secretar uma goma que possui acao
medicinal. Em outras espécies de Anacardiaceae, a maioria dos estudos sobre as estruturas secretoras refere-
se a ultra-estrutura e desenvolvimento dos ductos, existindo poucas informagdes quanto a natureza quimica
do secretado. O objetivo do presente trabalho foi caracterizar estrutural e histoquimicamente o sistema secretor
do caule de S. dulcis. Amostras do caule jovem de plantas com 45 dias de idade foram submetidas as técnicas
usuais em anatomia vegetal e a testes histoquimicos. O sistema secretor de S. dulcis apresenta ductos e idioblastos.
Os ductos, muito longos, encontram-se associados ao floema e na medula, enquanto os idioblastos ocorrem
no cortex e, também, associados ao floema. Os ductos apresentam um epitélio secretor unisseriado, formado
por células cuneiformes a tabulares, de paredes delgadas, citoplasma denso e niicleo volumoso com nucléolo
proeminente. Nos ductos associados ao floema, observam-se, externamente ao epitélio, duas a trés camadas
de células parenquimaticas, achatadas e dispostas radialmente, formando uma bainha. Os testes histoquimicos
evidenciaram a presenga de taninos nos idioblastos corticais. A secrecao dos ductos € constituida, em sua maioria,
por 6leos essenciais, polissacarideos e compostos fendlicos (provavelmente agliconas flavondicas), o que permite
caracteriza-la como uma gomorresina.

Palavras-chave: Anacardiaceae, Spondias dulcis, anatomia caulinar, ductos secretores, idioblastos secretores
e histoquimica.

ANATOMY AND HISTOCHEMISTRY OF STEM SECRETORY STRUCTURES OF
Spondias dulcis Forst. F. (ANACARDIACEAE)

ABSTRACT — Special attention is given to Spondias dulcis Forst. F. for its ability to secrete a gum with medicinal
properties. In other species of Anacardiaceae, most of the studies report the ultrastructure and development
of the ducts, being scarce data about the chemical composition of secretory products. The aim of this work
is to study the anatomy of the secretory system of S. dulcis and characterize by histochemistry the secretion
produced. Stems of plants with 45 days old were study by conventional plant anatomy methods. The main
classes of secretion chemical compounds were characterized in situ by histochemical tests. The secretory system
of S. dulcis consists in very elongate ducts and idioblasts. The ducts are associated to the phloem and in
the pith, and the idioblasts occur near the phloem and in the cortex. Ducts are formed by a secretory epithelium
of cuneiform to flattened cells, with thin walls, dense cytoplasm and large nuclei with prominent nucleoli.
The ducts associated with phloem have, in addition to epithelium, two to three layers of flattened parenchyma
cells arranged in a circle forming a sheath. The histochemical tests reveal the presence of tannins in the
cortical idioblasts. The secretion of the ducts is mainly constituted by essential oils, polysaccharides and
phenolic compounds (probably flavonoid aglycones), which led us to say that is a gum-resin.

Keywords: Anacardiaceae, Spondias dulcis, stem anatomy, secretory ducts, secretory idioblasts and histochemistry.
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1.INTRODUCAO

A familia Anacardiaceae é representada por cerca
de 80 géneros e 600 espécies, que sdo conhecidas por
produzirem frutos saborosos, excelente madeira,
compostos utilizaveis na indudstria e na medicina
(BARROSO et al., 2002).

A presencga de ductos secretores de terpenos e
polissacarideos (ductos de gomorresina), caracteristica
marcante para a familia Anacardiaceae (ENGLER, 1896),
jafoirelatada tanto no corpo primdrio quanto no floema
secunddrio (VENNING, 1948; METCALFE e CHALK,
1950; FAHN, 1979; CARMELLOetal., 1995, MACHADO
e CARMELLO-GUERREIRO, 2001).

Spondias dulcis é uma espécie tropical que vem
recebendo atenc¢do especial dos pesquisadores por
secretar uma goma que possui acdo medicinal (BASU,
1980). Estudos quimicos sobre a composi¢ado desse
exsudado em Spondias (BASU, 1980; BASU e RAO,
1981; MARTINEZ et al., 2003; GUTIERREZ et al., 2005)
permitiram o isolamento de polissacarideos. A andlise
das suas propriedades fisico-quimicas (alta solubilidade
em 4gua, cor clara e auséncia de taninos) sugere uma
potencial aplicag@o dessa goma na industria alimenticia
(LEON de PINTO et al., 2000). Apesar disso, ndo foram
encontradas na literatura qualquer referéncia quanto
aos locais de sintese e actimulo dessa secrec¢ao.

Embora o sistema secretor em representantes de
Anacardiaceae tenha sido investigado por diversos
autores (FAHN e EVERT, 1974; FAHN, 1979; JOEL e
FAHN, 1980abc; NAIR etal., 1983; VENKAIAH e SHAH,
1984; VENKAIAH, 1992; CARMELLO et al., 1995), na
maioria das vezes foram enfatizados a sua ontogenia,
anatomia, ultra-estrutura e o processo de secrecdo,
sendo escassas as informag¢des quanto a natureza
quimica dos seus exsudados e quanto a caracterizacao
dos idioblastos.

Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho
foi caracterizar estrutural e histoquimicamente o sistema
secretor do caule de S. dulcis.

2. MATERIAL E METODOS

As amostras foram coletadas em 10 individuos
de Spondias dulcis Forst. F. (Anacardiaceae) com 45
dias de idade, obtidos por propagac¢do seminifera e
mantidos em cultivo no viveiro do Parque Estadual
do Rio Doce, em Minas Gerais. Utilizaram-se segmentos
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de entrenés da porgdo apical (3°a 5°n6 a partir da
gema apical) do caule de S. dulcis, seguindo a mesma
padronizagao utilizada por Venkaiah e Shah (1984) para
Lannea coromandelica (Anacardiaceae). O material
testemunho foi depositado no Herbario da Universidade
Federal de Vigosa (VIC 29607).

Amostras caulinares (n=5) fixadas em FAA
(JOHANSEN, 1940), desidratadas em série etilica e
incluidas em metacrilato (Historesin, Leica Instruments,
Heidelberg, Alemanha), foram utilizadas para a confec¢ao
de laminas permanentes. Cortes transversais, com 8
um de espessura, foram obtidos em micrétomo rotativo
de avanco automadatico (modelo RM2155, Leica
Microsystems Inc., Deerfield, USA) e corados com
azul-de-toluidina pH 4,0 (O‘BRIEN e McCULLY, 1981)
para caracterizacao estrutural; Xilidine Pounceau (XP)
para proteinas totais (O 'BRIEN e McCULLY, 1981) e
PAS (Acido Periédico/Reagente de Schiff), para
polissacarideos neutros (McMANUS, 1948). As laminas
foram posteriormente montadas em resina sintética
(Permount).

Na preparacao de 1aminas semipermanentes foram
utilizadas amostras caulinares frescas (n=5) seccionadas
transversalmente num micrétomo de mesa (modelo LPC,
Rolemberg e Bhering Comércio e Importagdo LTDA.,
Belo Horizonte, Brasil) e montadas em dgua glicerinada.
As principais classes de metabdlitos presentes no material
foram investigadas usando os testes histoquimicos
referidos na Tabela 1. Secc¢des-controle foram realizadas
simultaneamente, de acordo com as recomendag¢des
dos respectivos autores (Tabela 1).

As observagdes e a documentagdo fotografica
foram realizadas em microscépio de luz (modelo AX70TRE,
Olympus Optical, Téquio, Japao) equipado com sistema
U-Photo.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

O sistema secretor do caule de S. dulcis € composto
por numerosos ductos préximos ou em associagdo com
o floema, por ductos dispersos na medula e por
idioblastos, que ocorrem tanto na regido cortical quanto
no floema (Figura 1). Ductos associados ao tecido
vascular ja foram descritos no caule (VENNING, 1948)
e na folha de S. dulcis (SILVA et al., 2000) e no caule
de outras espécies de Anacardiaceae, como Anacardium
spruceanum (PAULA e ALVES, 1973), Lithraea
molleoides (CARMELLO et al., 1995), Schinus
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terebinthifolius (VENNING, 1948), Protorhus
namaquensis (Von TEICHMAN e Van WYK, 1994) e
Mangifera indica (VENNING, 1948).

Os ductos secretores possuem, em sec¢do
transversal, lume circular na regido medular (Figura
2) e oval, quando associados ao floema (Figura 3),
sendo, em ambos 0s casos, longitudinalmente alongados
(Figuras 6 e 7). Em caules jovens de Anacardium
occidentale o lume dos ductos situados no floema
é também oval em seccdo transversal (NAIR et al., 1983).

O lume dos ductos é delimitado por um epitélio
secretor constituido por células polarizadas, de pequena
dimensao e forma varidvel, de tabular (Figura 2) a
cuneiforme (Figura 3). Essas células apresentam na
base um vactolo bem desenvolvido e no pélo oposto
um ntcleo esférico, volumoso com nucléolo proeminente
(Figura 4). A forma cuneiforme, apresentada pelas células
epiteliais, deve-se a disposicdo convexa das paredes
tangenciais internas de alguns ductos, semelhantemente
ao observado em A. occidentale (NAIR et al., 1983).

Nos ductos medulares, externamente ao epitélio
secretor,
parenquimaticas (Figura 2), enquanto nos ductos

ocorre uma camada de células
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associados ao floema uma bainha formada por duas
ou trés camadas de células achatadas, dispostas
radialmente (Figuras 3 e 4). Segundo Machado e Carmello-
Guerreiro (2001), a presenca de uma bainha
multiestratificada ao redor dos ductos secretores,
produzindo novas células epiteliais, possibilita a
renovagcao celular e a manutencao da atividade secretora
durante o desenvolvimento do 6rgao.

No lume dos ductos, em material fresco, observou-
se uma secrecdo translicida que se condensava na
forma de gotas (Figuras 5 e 6). No entanto, Martinez
etal. (2003) se referem, na mesma espécie, a uma goma
de coloragdo marrom-clara.

Na caracterizagao histoquimica do secretado (Tabela
2), verificou-se reagao positiva para substancias lipofilicas
e hidrofilicas (Figuras 8 e 22, repectivamente) no lume
dos ductos e reagdo negativa para alcaléides, taninos
e proteinas totais. Os testes com o Sudan Escarlate
e Sudan Black B evidenciaram goticulas lipidicas nas
células do epitélio do ducto e nas células da bainha
(Figuras 9 e 11). A presenca de material lipidico, tanto
no lume (Figura 8) como nas células do epitélio e da
bainha (Figura 9), foi igualmente registrada em Lithraea
molleoides (CARMELLO et al., 1995).

Tabela 1 — Testes histoquimicos utilizados na caracteriza¢do do sistema secretor do caule de Spondias dulcis
Table 1 — Histochemical tests used to characterize the secretory system of Spondias dulcis stem

Grupos de Metabdlitos

Em Luz Visivel

Lipidios Lipidios totais Sudan Black B (Pearse, 1980)
Sudan Vermelho Escarlate (Pearse, 1980)
Lipidios 4cidos e neutros Sulfato Azul do Nilo (Cain, 1947)
Lipidios insaturados Tetréxido de Osmio (Ganter e Jollés, 1969; 1970)
Acidos graxos Acetato de Cobre/Acido Rubianico (Ganter e Jollés, 1969)
Terpendides Oleos essenciais e 6leo-resinas Reagente de Nadi (David e Carde, 1964)

Esteréides
Lactonas sesquiterpénicas
Terpendides com grupo carbonilo

Tricloreto de Antimonio (Hardman e Sofowora, 1972; Mace et al., 1974)
Acido Sulfiirico (Geissman e Griffin, 1971)
2,4-Dinitrofenilhidrazina (Ganter e Jollés, 1969)

Compostos fendlicos Compostos fendlicos gerais
Taninos

Lignina

Flavonéides*

Agliconas flavonélicas®

Dicromato de Potédssio (Gabe, 1968)
Vanilina Cloridrica (Mace e Howell, 1974)
Floroglucinol (Johansen, 1940)

Cloreto de Aluminio (Charriere-Ladreix, 1976)
Reagente de Wilson (Charriere-Ladreix, 1976)

Alcaloides Reagente de Wagner (Furr e Mahlberg, 1981)
Glicidios Amido Lugol (Jensen, 1962)
Pectinas Vermelho de Ruténio (Johansen, 1940)
Mucilagens Acido Tanico/Cloreto de Ferro III (Pizzolato e Lillie, 1973)

* Indugao de fluorescéncia. * Induction of fluorescence

SIPF
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Figuras 1-7 — Caule de Spondias dulcis. 1-5. Cortes transversais. 6 e 7. Cortes longitudinais. 1. Ductos localizados na medula
e associados ao floema no caule em inicio de crescimento secundario: cAmbio fascicular (estrela) e interfascicular
(*). 2. Ducto medular com lume circular. 3. Ducto associado ao floema com lume oval. 4. Células da bainha
parenquimatica e do epitélio secretor. 5. Secrecao translicida no lume (*). 6. Lume do ducto associado ao
floema contendo secrecao translicida (*). 7. Lume alongado do ducto medular. Abreviaturas: Bd (bainha do
ducto); Co (colénquima); Df (ducto associado ao floema); Dm (ducto medular); Ep (epiderme); Es (epitélio
secretor); Id (idioblasto); e Mp (medula parenquimatica).

Figures 1-7 — Stem of Spondias dulcis. 1-5. Cross sections. 6 and 7. Longitudinal sections. 1. Ducts associated or near
to the phloem and in the pith of the stem on the start of its secondary growth: fascicular (star) and interfascicular
cambium (*). 2. Pith duct with a rounded lumen. 3. Phloem duct with an oval lumen. 4. Parenchyma sheath
and secretory epithelium cells. 5. Translucent secretion in the lumen of the duct (*). 6. Lumen of a phloem
duct with translucent secretion (*). 7. Elongated lumen of a pith duct. Abbreviations: Bd (duct sheath); Co
(collenchyma); Ep (epidermis); Es (secretory epithelium); Df (duct associated to the phloem); Dm (Pith duct);
1d (idioblast); Mp (parenchyma pith).

R. Arvore, Vicosa-MG, v.30, n.3, p.481-489, 2006 g’F
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Tabela 2 — Caracterizac¢ao histoquimica do secretado dos ductos e idioblastos do caule de Spondias dulcis
Table 2 — Histochemical characterization of the ducts and idioblasts secretory products on Spondias dulcis stem

Grupo de compostos Teste Ductos Idioblastos
Lume Epitélio
Lipidios Sudan Escarlate + + -
Sudan Black B + + -
Azul-do-Nilo + + -
Tetré6xido de Osmio + - +
Acetato de Cobre/Acido Rubeénico - - +
Terpendides Reagente de Nadi + + -
Tricloreto de Antimoénio - - -
Acido Sulfirico - - -
2,4-Dinitrofenilhidrazina - - -
Compostos Fendlicos Dicromato de Potdssio - - +
Cloreto de Aluminio + + -
Reagente de Wilson + + -
Vanilina Cloridrica - - +
Floroglucinol - - -
Alcaléides Reagente de Wagner - - -
Glicidios PAS F + -
Lugol - - -
Vermelho de Ruténio + + -
Acido Tanico/Cloreto de Ferro III - - -
Proteinas Totais Xilidine Ponceau - - -
+ =reag¢do positiva; - = reac@o negativa; F = ndo foi observada a presenca de secretado dentro da estrutura.
+ = positive reaction; - = negative reaction; F = there was not observed secretion within the structure.

A reagdo com azul-do-nilo descartou a hipétese
da ocorréncia de lipidios neutros tanto na secre¢ao
do lume quanto nas células epiteliais do ducto (Figuras
13 e 14), uma vez que a coloragdo azul obtida pode
indicar a presenca de lipidios dcidos ou de compostos
basofilos. Dos reagentes usados para detectar
terpendides, apenas com o Reagente de Nadi obteve-
se resultado positivo, desenvolvendo no lume e no
epitélio do ducto uma coloragéo azul-intensa caracteristica
de 6leos essenciais (Figuras 15 e 16). Anatureza lipofilica
dessa secrecao foi confirmada pela auséncia de coloragio,
ap6s tratamento das secgdes por uma mistura de
cloroférmio-metanol (Figuras 10, 12 e 17).

A presenga de 6leos essenciais na goma de espécies
de Anacardiaceae ja foi relatada, com énfase em suas
propriedades antimicrobianas (ALMA et al., 2004).

Em relacdo aos compostos hidrofilicos, foram
detectados polissacarideos apenas nas células do epitélio
do ducto (Figura 20), enquanto no lume se verificou
reacao positiva com o vermelho de ruténio (Figura 22),
indicando a presenca de pectinas. E interessante
mencionar que o dcido tanico/cloreto de ferro 111, utilizado

SIPF

para detec¢do de mucilagem, ndo confirmou a sua
presenga, provavelmente devido a falta de especificidade
desse teste para as mucilagens vegetais, pobres em
proteinas, uma vez que o dcido tanico reage com os
grupos amina das proteinas que constituem as mucilagens
(PIZZOLATO e LILLIE, 1973).

A secregdo nos ductos reagiu negativamente aos
testes para compostos fendlicos em luz visivel, inclusive
parataninos (Tabela 2). Contudo, em luz ultravioleta (UV),
a secre¢do apresenta autofluorescéncia azulada, que indica
apresenca de compostos fendlicos. A utilizagao de cloreto
de aluminio induziu o aparecimento de uma fluorescéncia
amarela, evidenciando a presencga de flavondides,
provavelmente de agliconas (ndo documentado). Embora
os testes para a deteccao de fendis em luz visivel tenham
dado resultados negativos, ndo se pode concluir, de modo
absoluto, que esses compostos nao existem no secretado.
Os testes para compostos fendlicos sdo, de um modo
geral, pouco especificos, havendo compostos como os
flavonéides que, devido a sua grande labilidade, ndao
sdo, na maioria das vezes, detectdveis sendo em microscopia
de fluorescéncia em luz ultravioleta.

R. Arvore, Vicosa-MG, v.30, n.3, p.481-489, 2006
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Figuras 8-22 — Caracterizacao histoquimica do secretado do caule de Spondias dulcis (sec¢oes transversais). 8-10. Detecgao de lipidios
totais com Sudan Escarlate. 8. Reacao positiva do secretado do ducto (*). 9. Presenca de goticulas lipidicas no epitélio
secretor (*). 10. Controle. 11 e 12. Detecc¢éo de lipidios totais com Sudan Black B. 11. Reag¢ao nas células epiteliais
do ducto secretor (*). 12. Controle. 13 e 14. Deteccao de lipidios dcidos e neutros com azul-do-nilo. A coloragao azul
intensa no lume (13) e no epitélio do ducto (14) evidencia provavelmente lipidios dcidos. 15-17. Detecg¢ao de terpendides
com Reagente de Nadi. 15. Reacdo positiva para 6leo essencial no epitélio secretor (*). 16. Presencga de 6leo essencial
no secretado (*). 17. Controle. 18. Idioblastos (setas) contendo compostos fendlicos apds a reacdo com dicromato de
potassio. 19. Idioblastos contendo taninos (setas) apds areacao com vanilina cloridrica. 20 e 21. Deteccao de polissacarideos
com PAS. 20. Reacdo positiva nas células do epitélio secretor. 21. Controle. 22. Reag@o positiva do secretado do ducto
ao vermelho de ruténio (*), indicando a ocorréncia de pectinas.

Figures 8-22 — Histochemical characterization of secretory products on Spondias dulcis stem (cross sections). 8-10. Lipid detection

with Sudan Red. 8. Positive reaction in the duct secretion (*). 9. Lipid droplets on the glandular epithelium (*).
10. Control. 11 and 12. Detection of total lipids with Sudan Black B. 11. Positive reaction on the epithelial cells.
(*). 12. Control. 13 and 14. Detection of neutral and acidic lipids with Nile Blue. Positive reaction in the lumen
(13) and in the epithelium of the duct (14) reveal the presence of acidic lipids. 15-17. Detection of terpenoids
with Nadi Reagent. 15. Positive reaction for essential oil in the epithelial cells (*). 16. Presence of essential oil
in the secretion (*). 17. Control. 18. Idioblasts (arrows) with phenolic compounds after reaction with Potassium
Dichromate. 19. Tannin idioblasts (arrows) after reaction with Vanillin-hydrochloric Acid. 20 and 21. Detection
of polysaccharides with PAS. 20. Positive reaction in the epithelial cells. 21. Control. 22. Positive reaction of
secretion duct to Ruthenium Red (*) showing the presence of pectins.

R. Arvore, Vicosa-MG, v.30, n.3, p.481-489, 2006 Sfif
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A auséncia de taninos na goma de espécies do
género Spondias ¢ um dos caracteres importantes para
a sua aplicacfo na inddstria alimenticia (LEON de PINTO
et al., 2000). Dessa forma, Spondias dulcis parece
confirmar o potencial econdmico do género.

A deteccdo de secretados exclusivamente no epitélio
ou no lume, bem como a sua ocorréncia em menor
proporcao nesses sitios, pode ser indicativo de eventos
ciclicos de secrec¢do, especialmente nos casos de ductos
esquizogenos maduros. Venkaiah e Shah (1984) sugeriram
que em ductos esquizégenos com uma camada de células
epiteliais densamente coradas, de formato convexo
e,ou, com paredes tangenciais internas frouxas, ocorram
nova sintese e acimulo do secretado, posterior a uma
prévia liberagdo. O reaparecimento de compostos
lipofilicos apds a sua eliminacéo tem sido relatado
(SCHWAB et al., 1969), sugerindo que a liberagdo de
exsudados segue uma seqiiéncia ciclica e complexa.
Nair et al. (1983) observaram, na ultra-estrutura caulinar
de Anacardium occidentale, que a ocorréncia de um
grande nimero de vesiculas no citoplasma das células
do epitélio secretor, em alguns ductos, e a sua menor
ocorréncia em outros seria um indicio da existéncia
de fases distintas de secrec¢ao.

Nos idioblastos, observou-se rea¢do ao dicromato
de potassio (Figura 18) e ao acetato de cobre/acido
rubednico, evidenciando a presengca de compostos
fendlicos e dcidos graxos, respectivamente. A vanilina
cloridrica, ao reagir positivamente com o secretado
(Figura 19), revelou a ocorréncia de taninos, resultado
que confirma as observagdes de Venning (1948) em
S. dulcis, no que refere a presenca de idioblastos taniferos.

A caracterizagdo histoquimica do secretado mostrou,
pela primeira vez, que os ductos e idioblastos de S.
dulcis produzem uma secrecao complexa, constituida
nos primeiros por lipidios (principalmente éleos
essenciais), polissacarideos (provavelmente mucilagens)
e compostos fendlicos (agliconas flavonédidicas), o
que permite classifica-los como ductos gomorresiniferos.
Os idioblastos, apesar de serem taniferos, contém também
4cidos graxos.

As gomorresinas e os taninos desempenham, nas
espécies que os produzem, um papel importante de
defesa contra a herbivoria (HARBONE, 1993; Von
TEICHMAN e WYK, 1994), contra a invasao de
microrganismos patogénicos (SCALBERT, 1991) e de
virus, em particular contra os virus Coxsackie B, e
Herpes simplex (CORTHOUT et al., 1991; 1992).

SIPF
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